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Fusiohs>p6lVb6Ptid e uhd deren Vetwehdund fur die antivaskular^ Tumortherapie 

Die vbrliegende Erfindurig betrifft Fuslonspolypeptide, die aus mindestens zwei Peptideh 
zusammenges6tzt sind. Eih Peptid besteht aus 3 bis 30 Aminbsaureh and ermoglicht eine 
selective Biridung des Fusioiispolypeptides an Ehdofhelzellen in TumorgSfafSein. Dais andere 
Peptid besteht aus dem Gewebefaktor TF (Tissue Faictor) oder einem Fragment davon, wo- 
bei der Gewdbefaktor uhd das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, da(i sie die Blutge- 
rinnung bei Bindung des Fusibnspolypeptideis an Endothelzellen in Tumorgefafieh aktivieren 
konnen. Die Peptide konnen entweder unmittelbar oder uber einen Linker rinit bis zu 15 Arhi- 
nosauren miteinander verbunden sein. Die Erfihdung betrifft ferner die Verwenduhg dieser 
Fusionsproteine bei der antivaskularen Therapie von Tumorerkrankungen sowie deren Ver- 
wenduhg be! der Herstellung eines Arzrieimittels zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 



Hinterarund der Erfindung 



Eine adaquate Neovaskularisiefuhg ist eihe Voraussefeung fur ein progressives Turrior- 
wachstum (1). Die Nebarigiogenese ist irisbesbhdere fur die Aufrechterhalturig eines expan- 
siven Tumorwachstums erforderlich, da nur So eine ausfeichende Oxygefiierung, die Versor- 
gung des Tumors mit Nahrstoffen urid der Abtransport von Tumorabbauprodukten gewahr- 
leistet wird. 

Zur Bfekampfung von Tumoren sirid daher im Stand der Technik neben den ahti-aftgibgeheh 
Therapiestrategiem, welche in den komplexen Prozeli des Wachstums und der Difference- 
rung der Blutgefafie eingreifen, auch antivaskulare Therapiestrategien entwickelt worden, die 
auf eine Zerstorung der Tumorblutgefafce und einen damit verbundenen Tumdr-lnfarkt zie- 
len. 

Voraussetzung fur diese Strategien ist die Identifizierung von Zielstrukturen im GefalJen- 
dothel des Turtiors, welche auf ruhenden Endothelzellen im normalen Gewebe nicht vor- 
kommen. Solche spezifischen Zielstrukturen kohnten benutzt Werden, urn Zytostatika oder 
bestimmte Toxine an die Gefaliendothelzellen des Tumors und weniger an die Tumorzellen 
selbst heranzubringen. Zielstrukturen, die fur diesen Zweck verwendet werden konnten sind 
bFGF (basic fibroblast growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) und VEGF 
Rezeptor 2 (VEGFR-2), Endogfin, Endosialin, eine Fibronektin-Isoform (ED-B Domane), die 
Integrine avP 3 , ctvPs, und a^, die Amihopeptidasie N, das NG2 Proteoglykan und die 
Matrix Metalloproteinasen 2 und 9 (MMP 2 und S) (2-13). Arap et al. (8) koppelten beispiels- 
weise Peptide, die alphal -Integrine spezifisch binden, an einen Wirkstoff, der im Stand der 
Technik fur die Chemotherapie verwendet worden war (Doxorubicin). Im Tiermodell zeigte 
sich, dafi die antineoplastische Wirkung des Doxorubicins durch Kopplung an die Peptide 
verbessert werden konnte. 

Ein alternativer antivaskularer Therapieansatz besteht in der selektiven Aktivierung der Blut- 
gerinnung in TumorgefaBen, urri eine Tumornekrose zu induzieren. Beispielsweise wurde ein 
bispezifisches F(ab')2-Antikorper Fragment erzeugt, das gegen loslichen Gewebefaktor 
(truncated tissue factor, tTF) urid ein MHC-Klasse II Antigen gerichtet ist. Nach experimen- 
teiler Induktion des Antigens in Tumorendothelzellen, konnte eine antivaskulare Therapie 
durch Verabreichung des Antikorpers in eihefh murinen Neuroblastom Modell gezeigt wer- 
den (14). In einer zweiten Studie der gleichen Arbeitsgruppe wurde ein Immunkonjugat ein- 
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gesetzt, Welches tTF gezielt an einen naturlich vorKdmrtienden Marker des Tumorjgefali- 
Endothels, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecufe-1), koppelt (15). 

In einem sehr ahnlichen Ansatz wurde ein Antikorperfragment (scFv), welches spezifisch fur 
die brikofetale ED-B Doifian© ist, mit tTF fusioniert. Die generierteh Fusionsprbteine, scFv- 
tTF, fuhrteh zll einem vollstaridigeh uhd selektiven Irifafkt in versbhiederien Tumofen im 
Mausmodell (16). 

Alterhativ dazu wurde tTF an einen Inhibitor des Prostata-spezifischen Membfan Antigens 
gekoppelt (17). Dieses Fusiohsprotein induzierte eine selekth/e Infafktnekrose in einem Rat- 

• ten Prostata Mbde'll nach intravenoser Gabe. Die Gabe dieses Fusionsproteins fuhrte in 
Kombination mit einer niedrig-dosierten zytdtbxischen Substanz (Doxorubicin) zu einer mas- 
siven Tuffibrre£ression bis hin zur kbmpletten Tumbr-Eradikation (17). Andere tTF- 
4 Firsibnsproteine, bestehend aus Ahtikorperfragmeriten gegeh VEGFR, Endoglin und VCAM- 
1, Wurden kurzlich beschrieben (18). 

Die im Stand der Technik fur die antivaskulare Tumortherapie helrgSStellten Molekule weiseh 
jeddch Nachteile auf. Es ist ihsbfesbndere davon auszuQehen, dafi diese Molekule aufgrund 
ihrer GroRe immunogen sind. Die Behandlung Von Saugetieren mit diesen Molekulen wird da- 
her eine Immunreaktion gegen die Molekule auslosen, wodurch eine wiederholte Verabreichung 
der Molekule unmoglich wird. 

j^^^Die Grolie des Koppliingspartners, mittels dessen der Peptidanteil, der die Blutgerihnung akti- 
^Vvieren kann, auf das TumorgeWebe gerichtet Werden soli, kann ferner die fur die Blutgerinnung 
wesentliche Bildung des makrbmolekularen Ehzym- und Substratkomplexes Faktor VIla/FX 
sterisch hindem. Die Bildung des Komplexes kann auch dadurch behindert werden, dali das 
Peptid, welches die Blutgerinnung aktivieren kann, durch die relativ grblien Fusionspartner eine 
geandeirte Konformatibn aufweist 
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Zusammenfa ssunq d6r Erfindung 

Diese Probleme wurderi nurimehr durch Fusionspolypeptide geliist, welche ein Peptid von 3 - 
30 Aminosauren, daft eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefaftendbtlrelzellen ermoglicht, urid den GeWebefaktbr TF (Tissue Factor) oder ein 
Fragment davon umfassen, wobei der Gevitebefaktdr and das Fragment dadurch 
gekertnzeichnet sind, daft sie die Blutgerinhung bei Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefafteridothfelzellen aktiviereh konnen, wobei diese Peptide entwfeder unmittelbar oder 
uber einen Linker mit bis zu 15 Amindsauren aneinander gekoppelt sind. Die vofliegende 
Erfindung betrifft ferner Arzneimittel, welche entsprechende Fusionspolypeptide enthalten und 
deren Verwendung zur Behandlung von Turtioren. 

Beschreibunq der Figuren 

Fig.1: Schematische Dafstellung der Bindung der Fusionsproteine tTF-RGD und tTF-NGR 
an Ovp3 und CD13. Durch die Spe^ifitat der RGD-Sequenz fur das avp3-lntegrin und 
der NGR-Sequenz fur CD13 (Aftlinopeptidase N) wird die Tumorselektivitat erreicht 
Diese Rezeptorert werden selektiv und spezifisch in hoher Dichte auf Tumor- 
Endothelzellen exprimiert, nicht aber auf ruhenderi Eftdothelzellen im normalen Ge- 
webe (abgesehen von wenigen Ausnahmen). Die Darstellung der Fusionsproteine ist 
stark schematisiert und erlaubt keine Aussage hinsichtlich der Primarsequenz. 

^^^Fig.2: SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse von rekombinantem frF^s und tTF- 
Fusionsproteinen. Die Reinheit des tTF und der tTF-Fusionsproteine wurde nach Ex- 
traktion aus E.coli (BL21 DE3) und ^refolding" uber einen linearen Harnstoff- 
Gradienten (6M - 1M) mittels SDS-PAGE mit anschlieftender Coomassie-blue- 
Farbung kontrolliert. Die Identitat der Proteine wurde mittels Western-Blot unter Ver- 
wendung eines monoklonalen anti-Tissue-Factor-Antikorpers (Klon VIC7, American 
Diagnostics) verifiziert Belegung der einzelnen Bahnen: 1*=tTF; 2=tTF-RGD; 3=tTF- 
NGR; 4=tTF-cycloNGRl; 5=tTF-cycIoNGR2; 6=tTF-cycloNGR3; 7=tTF- 
GALNGRSHAG; M = Molekuiargewichtsmarker. 




Fig.3: Bestimmung der Michaeliskonstanten (Km) fur die Aktivierung von FX durch 

FVIIa/tTFn-2,8 bzw. FVIIa/tTFi. 2 i 8 -Fusibnsproteine. Die Parameter der Michaelis- 
Menten-Kinetik wurden reach der Von Ruf angegebenen Methode berechnet (45). 

Fig.4: Bindung von tTF, tTF-RGD und tTF-NGR an das Integrin ovp 3 . Die Bindung von 
0,1 uM tTF, tTF-RGD und tTF-NGR an immobilisiertes OvlJ 3 wurde mit einem polyklo- 
nalen Antikorper gegen humanen TF (American Diagnostica) in einem ELISA quanti- 
fiziert. Die Ergebnisse sind als Median und Interquartilbereich dargestellt. Die Unter- 
schiede der Bindung zwischen tTF-RGD urid tTF bzw. zwischen tTF-NGR und tTF 
waren statistisch signifikant (p<0,001, Mann-Whitney-Test). 

Fig.5: Spezifitat der Bindung von tTF-RGD an das Integrin avp3. Die Bindung von tTF-RGD 
(0,1 uM) ah immobilisiertes Ov& 3 wufde mittels kompetitiver Inhibition mit dem synthe- 
tischen Peptid GRGDSP (1-1 OuM) signifikant gehemmt (p<0,001 , Mann-Whitney-Test 
fur beide RGD Peptidkonzentrationen). 

Fig.6: Bindung von tTF und tTF-RGD an humane Endothelzellen. A: FACS Analyse von 
Endothelzellen, die mit 0,1 uM tTF (2) Oder mit 0,1 uM tTF-RGD (3) fur 60 min. bei 
4°C inkubiert wurden. B: Durch kompetitive Inhibition des tTF-RGD Fusionsproteins 
mit 1pM GRGDSP war eine 75%ige Reduktion der Bindung darstellbar (4). Die Kur- 
ven 1 in A und B zeigen die negative Kohtrolle. 



Fig.7: Inhibition eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mausen wachsenden 
menschlichen Lungenkarzinoms durch intravenose Therapie mit tTF- 
Fusionsproteinen (tTF-RGD, n=6; tTF-NGR, n=6) im Vergleich zum Wachstum der 
Tumoren bei Infusion von physiologischer Kochsalzlosung (NaCI, n=8) Oder tTF 
(n=1). Die senkrechten Pfeile kenrizeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den 
jeweiligen Substanzen. 

Fig.8: Inhibition und Teilremission eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mauseh 
wachsenden menschlichen malignen Melanoms durch intravenose Therapie mit tTF- 
Fusionsproteinen (tTF-RGD, n^=3; tTF-NGR, n=3) im Vergleich zum Wachstum der 
Tumoren bei Infusion von physiologischer Kochsalzlosung (NaCI, n=4) oder tTF 
(n=4). Die senkrechten Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den 
jeweiligen Substanzen. 
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Fig.9: Makroskopische in wVo-Aufnahme einer tumortragenden Maus 20 min. nach Injektion 
des tTF-NGR Fusidnsproteins (A, linke Bildhalfte) bzw. NaCI (A, rechte Bildhalfte). 
Das makroskopische Bild rhit blaulich-livider Verfarbung des Tumors nach Injektion 
von tTF-NGR deutet auf eine Turtiornekrose hin. Nach 60 min. wurden beide Mause 
exsanguiniert, der Tumor in toto exstiptert und histdlogisch untersucht In B ist die 
hamorrhagische Imbibierung des mit tTF-NGR behandelten Tumors als Zeichen der 
sekundaren Einblutuhg infolge der beginnenden Tumornekrose sichtbar. Im Gegen- 
satz hierzu scheint der mit NaCI behandelfe Tumor vital zu seih (C). 

Fig. 10: Histologie des Melanom-Tumors 1 Stunde nach intravehoser Injektion von tTF-RGD 
(A und B), tTF-NGR (C und D) und Kochsalz (E und F) in die Schwanzvene der tu- 
mortragenden Nacktmaus. Die Blutgefasse erscheinen bei den mit den tTF Fusidns- 
pfdteinen behandelten Tumoreh thrombdtisch verschlossen (Pfeile). Im Versorgungs- 
gebiet des durch ein Blutgerinnsel verschlossenen Gefades konnen ausgedehnte 
Tumor-Nekrosen beobachtet werden (A-D). Photographiert wurden representative 
Areale der Tumoreh (A, C und E: 200fache Vergrolierung, B, D und F 400fache Ver- 
groflerung; HE-Farbung (Farbung z.B. beschriebfcn in H.C. Burck, Histdlogische 
Technik - Leitfadeh fur die Hefstellurig mikroskopischer Praparate in Unterricht und 
Praxis, 5. Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart 1982, Seiten 109 ff.). 

Fig.11: Representative Histologien von Herz (A), Niere (B), Leber (C) und Lunge (D) 1 Stun- 
de nach Injektion von 4mg/kg KG tTF-NGR. In keinem dieser Organe waren mikro- 
skopisch Thrombosen oder Nekrosen hachweisbar. (HE-Farbung; 200fache Vergro- 
lierung). 

^^^Fig.12:Aminosauresequenz des humanen Gewebefaktors (TF). 

Fig.13:Aminosauresequenz des trunkierten humanen Gewebefaktors tTF^is (im Rahmen 
der vorliegenden Anmeldung auch kurz als tTF bezeichnet). 

Fig.14:Aminosauresequfehz des Fusionspolypeptids tTF-GRGDSP (auch kurz ate tTF-RGD 
bezeichnet). 

Fig.15:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GNGRAHA (auch kurz als tTF-NGR 
bezeichnet). 

Fig. 16: Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GALNGRSHAG. 
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Fig.17:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCNGRCG (auch kurz als tTF- 
cycloNGRI bezeichnet). 

Fig.18:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCNGRCVSGCAGRC (auch kurz 
als tTF-cycloNGR2 bezeichnet). 

Fig. 19: Arhinosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCVLNGRMEC (auch kurz als tTF- 
cycloNGR3 bezeichnet). 

Fig.20: Nukleotidsequenz des truhkierten hurriahen Gewebefaktors tTF^ie (im Rahmefi der 
vorliegenden Anmeidung kurz als tTF bezeichnet). 

• Fig.21: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GRGDSP (auch kurz als tTF-RGD 
bezeichnet). 

Fig.22: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GNGRAHA (auch kurz als tTF-NGR 
bezeichnet). 

Fig.23: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GALNGRSHAG. 

Fig.24: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids fTF-GCNGRCG (auch kurz als tTF- 
cycloNGRI bezeichnet). 

Fig.25: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCNGRCVSGCAGRC (auch kurz als 
tTF-cycloNGR2 bezeichnet). 

Fig.26: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCVLN G RM EC (auch kurz als tTF- 
cycloNGR3 bezeichnet). 

Fig.27: Nukleotidsequenz der Oligonukleofide zur Herstellung von tTF 1 - 2 i8- 
A: S'-Primer, B: 3'-Primer. 

Fig.28: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GRGDSP. 
A: 5 -Primer, B: 3'-Primer. 

Fig.29: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GNGRAHA. 
A: 5'-Primer, B: 3'-Primer. 
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Fig.30: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GCNGRCG. 
A: 5'-Primer; B: 3'-Primer. 

Fig.31 : Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von 
tTF-GCNGRCVSGCAGRC. A: 5'-Primen B: 3'-Primer. 

Fig.32: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von ttF-GCVLNGRMEC. 
A: 5'-Primer; B: 3'-Primer. 

Fig.33: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GALNGRSHAG. 
A: S'-Primer; B: 3'-Primer. 





DetaiHierte BfesGhfeibund der Erfindunq 

Diese Probleme aus dem Stand der Technik wurden nunmehr durch Fusionspolypeptide gelost, 
die folgende Peptide umfassen: 

a) ein Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspo- 
lypeptides an TumorgefaBendothelzellen ermoglicht; und 

b) den Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Ge- 
webefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daB sie die Blutge- 
rinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen akti- 
vieren konnen, 

wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder iiber einen Linker mit bis zu 15 Ami- 
nosauren aneinander gekoppelt sind. Die vorliegende Erfindung betrifft femer Arzneimittel, 
welche entsprechende Fusionspolypeptide enthalten und deren Verwendung zur Behand- 
lung von Tumoren. 

Die erfindungsgemalJen Fusionspolypeptide konnen neben den Sequenzen a) und b) weite- 
re Sequenzen umfassen, sbweit diese die sterische Konformation des Fusionspolypeptids 
nicht beeintrachtigen und die Bildung des die Blutgerihnung auslosenden Enzym- und Sub- 
stratkomplexes nicht hindem. Die erfihdUngsgema&en Fusionspolypeptide konnen bei- 
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spielsweise die Sequenzen eines His-Tags enthalten, welche die rekombinante Express.on 
und Reinigung des Peptids vereinfachen (vgl. Beispiele). Die Gegenwart dieser Sequenzen 
ist jedoch nicht notwendig. GemaR einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung be- 
steht das Fusionspolypeptid daher aus: 

a) einem Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusi- 
onspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht; und 

b) dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder einem Fragment davon, wobei der 
Gewebefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blut- 
gerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen 
aktivieren konnen, 

wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 Arhi- 
Usauren aneinander gekoppelt sind. Gemaft einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung bestehtdas Fusionspolypeptid aus: 

a) einem Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusi- 
onspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht; und 

b) dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder einem Fragment davon, wobei der 
Gewebefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blut- 
gerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen 
aktivieren konnen, 



wobei die Peptide a) und b) aneinander gekoppelt sind. 

^bfindungsgemaft konnte somit uberraschenderweise gezeigt werden, daft Fusionspolypeptide 
^aus einem besonders kleinen Peptid, das eine selektive Bindung des Fusionspolypepfcdes an 
Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht und einem Peptid, daft die Blutgerinhung bei der Bin- 
dung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen aktivieren kann, fur d.e antvas- 
kulare Tumortherapie besonders vorteilhaft sind. Die geringe Gfofte des Polypeptides, das d.e 
Bindung an die Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht, verbessert die Ausrichtung des Fus.- 
onsproteins zur Phospholipidmembran der Endothelzelle. Die Bildung des fiir die Blutgerinnung 
wesentlichen Enzym-ZSubstratkomplexes wird nicht sterisch behindert und der Gewebefaktor 
TF, der die Blutgerinnung aktivieren kann, erfahrt keine Konformationsveranderung. 

Gemali einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei 
dem Peptid, das die Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefalien- 
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dothelzellen aktivieren kann urn den Gewebefakfor TF mit der in SEQ ID NO:1 (Fig. 12) darge- 
stellten Amihosaure-Sequeriz. Erfindungsgemali sind ferner Gewebefaktor-Sequenzen umfalit, 
die eine Aminosaure-Homologie von mindestens 70% oder mindestens 80% zu der SEQ ID 
NO:1 (Fig. 12) aufweisen, wobei Sequenzen mit einer Homologie von mindestens 95 % beson- 
ders bevorzugt sind. Die Bestimmung des Homologiegrades erfolgt, indem man die beiden Se- 
quenzen ubereinander schreibt, wobei vier Lucken auf einer Lange von 100 Aminosauren mog- 
lich sind, urn grolitmogliche Obereinstimmung der zu vergleichenden Sequenzen zu erzielen 
(vgl. auch Dayhoff, Atlas of Protein Sequence and Structure, 5, 124, 1972). Anschfieliend wird 
der Prozentsatz der Aminosaurereste der kiirzeren der beiden Amtnosaureketten ermittelt, der 
identischen Aminosaureresten auf der anderen Kette gegenubersteht. 

Das Peptid, das die Blutgerinnung in TumbrgefaBen bei Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefaliendothelzelien aktivieren kann, kann femer ein Fragment des Gewebefaktors TF 
oder ein Fragment einer zu TF homologen Sequenz sein. Vorzugsweise weist das Fragment 
die in SEQ ID NO:2 (Fig. 13) dargestellte Sequenz auf. Die in SEQ ID NO:2 (Fig. 13) 
dargestellte Sequenz (tTFv 218 oder kurz tTF) umfafct die N-terminalen 21 8 Aminosauren von TF. 
Ferner konnen eifindungsgemafi auch Fragmente von tTF verwendet werden, denen 
gegenuber tTF mehrere Aminosauren am N-Terminus oder C-Terminus fehlen. Beispielsweise 
konnen Fragmente verwendet werden, denen bis zu 10 Aminosauren am N-Terminus fehlen 
(tTFu-ais)- Des weiteren konnen Fragmente verwendet werden, denen bis zu 8 Aminosauren 
am C-Terminus fehlen (tTFi. 2 io). wie z.B. (tTFi^u)- 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Ertlndung 
Fusionspolypeptide, in denen das Peptid, das eine selektive Bindung an die Endothelzellen der 
TumorgefaBe ermoglicht, an den C-Terminus des Peptids gekoppelt ist, das die Blutgerinnung 
'aktivieren kann. Unter B TumorgefaBendothelzellen" bzw. D Endothelzellen in Tumorgefaften" 
werden dabei erfindungsgemali Zellen verstanden, die die Blutgefalie in einem Tumor 
auskleiden. Erfindungsgemafc wurde festgestellt, daR diese Anordnung eine Ausrichtung des 
Fusionsproteins senkrecht zur Phospholipidmembran der Endothelzelle gewahrieistet, welche 
fur die Auslosung der Blutgerinnung besonders vbrteilhaft ist Diese Orientierung entspricht der 
natiirtichen Ausrichtung des TF bei der Induktion der Blutgerinnung. Wie in Rgur 3 gezeigt, 
ergeben sich fur alle so hergestellten Konstfukte bezuglich der Aktivierung von Faktor X durch 
FVIIa/tTFi- 2 i8 bzw. FVHa/tTFLz^-Fusionsproteine sehr ahnliche Michaelis-Menten-Kinetiken. 
Demgegenuber wurde im Stand der Technik das die Gerinnung aktivierende Peptid an den C- 
Terminus des Tafgeting-Mblekuls gekdppelt (vgl. (16)). Die erfindungSgemaaen 
Fusionspolypeptide unterscheiden sich somit grundsatzlich von denen im Stand der Technik 
genannten Peptiden. 
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Das Peptid, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an 
TumorgefaRendothelzellen ermoglicht, kann ein beliebiges Peptid sein, das eine Lange von 3 - 
30 Aminosauren aufweist und Tumorgefaliendothelzellen mit hoher Spez'rfitat bindet. 
Entsprechende Peptide konnen aus Peptidbibliotheken durch im Stand der Technik ubliche 
Verfahren isoliert werden. Sie konnen - je nach gewahlter Peptidbibliothek - eine lineare oder 
cyclische Struktur aufweisen. 

Gemafc einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfassen die Peptide, die eine 
selektive Bindung des Fusionspolypeptides an TumorgefaRendothelzellen ermoglichen, die 
Aminosauresequenz RGD oder NGR. Beide Sequenzen waren im Stand der Technik fur Ihre 
spezifische Bindung an Integrine, insbesondere a v (3 3 und a v (3 5 Integrine (RGD-Peptide), sowie 

•als Zelladhasionsmotive (NGR-Peptide) bekannt (vgl. (8)). Erfindungsgemali wurde nunmehr 
uberraschenderweise gezeigt, dad diese Peptide insbesondere dazu geeignet sind, Teil eines 
Fusionspolypeptides zu sein, dessen anderer Teil ein Peptid ist, das die Blutgerinnung in 
Tumoreh bei Bindung des Fusionspolypeptides ain TumorgefafJendothelzellen aktivieren kann. 

Besonders vorteilhafte Wirkungen wurden mit den linearen Peptiden mit den Sequehzen 
GRGDSP, GNGRAHA und GALNGRSHAG und den zyklischen Peptiden mit den Sequenzen 
GCNGRCG, GCNGRCVSGCAGRC und GCVLNGRMEC erhalten. Es konnte gezeigt werdeh, 
dad Fusionspolypeptide, welche diese Sequenzen und die Sequenz der ersten 218 
Aminosauren von humanem TF umfassen, in hohem Made fur die antivaskulare Tumortherapie 
geeignet sind. Insbesondere konnte gezeigt werden, daft diese Fusionspolypeptide das 
Wachstum von Tumoren signifikant hemmen oder die Tumoren in Ihrer Grofle reduzieren (sieh 
)^^^Fig. 7 und 8). Die beobachtete Induktion einer Teilremission der Tumoren (vgl. Fig. 8) verweist 
W.^^ufgrund der hohen Vorhersagekraft des Mausmodells (42, 43, 44) auf die zu erwartenden 
positiven Resultate bei der humanen Tumortherapie. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer Fusionspolypeptide, die eine der in SEQ ID NO:3-8 
(Fig. 14-19) dargestellten Sequenzen airfweist. 

Gemali einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung Nukleinsauren, die fur 
ein Fusionspolypeptid, wie oben beschrieben, kodieren. Entsprechende Nukleinsauren konnen 
beispielsweise eine der in SEQ ID NO: 10-15 (Fig. 21-26) dargestellten Sequenzen aufweisen. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Effindufig Vektoreh, welche eine der obeh 
genannten Nukleinsauren umfassen. Entsprechende Vektoren umfassen ublicherweise ferner 
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regulatorische Sequenzen fur die Expression der Nukfeinsaure. Solche Vekloren sind im Stand 
der Technik umfassend beschrieben uhd konnen von einer Vielzahl von Firmen kommerzieli 
erworben werden. 



In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung Zellen, weldhe eine der 
genannten Nukleinsauren oder Vektoren enthalten. Die Zeilen werden ublicherweise fur die 
Expression der Nukleinsaure und die rekombinante Herstellung der erfindungsgemafien 
Fusionspolypeptide verwendet. Fur dieseh Zweck konnen eine Vielzahl von Zellen zum Einsatz 
gelahgen, darunter E.co//, Hefezellen und tierische Zelllinien, wie CHO- oder COS-Zellen. 
Entsprechende Zellen und deren Verwendung sind im Stand der Technik umfassend 
beschrieben. 




Die erfinduhgsgemafien Polypeptide nach Anspruch 1 konnen dariiber hinaus auch durch 
andere geeignete Verfahren hergestellt werden, beispielsweise durch chemische Kopplung 
einzelner Peptide. So lassen sich einzelne Peptide nach im Stand der Technik ublichen 
Verfahren herstellen, z.B. durch chemische Synthese oder mittels heterologer Expression, und 
anschliedend mittels Kopplung aneinanderfugen. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfihdung au6h Arzneimittel, welche die oben bisschriebenen 
Fusionspolypeptide, Nukleinsauren, Vektoren oder Zellen umfassen. Die Arzneimittel konnen 
ferner pharmazeutisch vertragliche Trager, Hilfsmittel oder Adjuvanzien umfassen. Femer 
konnen die Polypeptide in einem solchen Arzneimittel in einem modifizierten Zustand voiiiegen, 
z.B. pegyliert, d.h. gekoppeltan ein Polyathylenglykolmolekul. 

J^^^Die erfindungsgemaden Fusionspolypeptide bzw. diese Fusionspolypeptide enthaltende 
"Arzneimittel werden fur die Behandlung von Tumorerkrankungen, insbesondere fur die 
antivaskulare Tumortiierapie verwendet Als Tumorerkrankungen, die sich mit Hilfe der 
erfindungsgemaRen Fusionspolypeptide bzw. diese Fusionspolypeptide enthaltener Arzneimittel 
behandeln lassen, kommen beispielsweise Bronchialkarzinome und andere Tumoren des 
Thorax und des Mediastinums, Mammakarziriome und andere gynakologische Tumoren, 
kolorektale Karzinome, Pankreaskarzinome und andere Tumoren des Gastrointestinaltraktes, 
maligne Melanome und andere Tumoren der Haut, Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, 
Prostatakarzinome und andere Urogenifaltumoren, Sarkome, endokrin-aktive Tumoren, 
Leukamien und Myelodysplastische Syndrome sowie Hodgkih-Lymphome und Non-Hodgkin- 
Lyrtlphome in Betracht 
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Ferner konnen auch gutartige Tumoren, wie beispielsweise Hamangiome, und die 
Gefalineubildung bei der diabetischen Retiriopathie behandelt werden. 

Neben der intravenosen Verabreichung ist auch die subkutane und intraperitonale 
Verabreichung der Fusionspolypeptide bzw. Arzneimittel moglich. Durch Verpackung in 
pharmazeutische Vehikel, die eine Spaltung der Fusionspolypeptide im Magen-Darm-Trakt 
verhindert, ware es daruber hinaus auch moglich, die Fusionspolypeptide bzw. Arzneimittel oral 
zu verabreichen. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele naher beschrieben: 





Beispiele 

Beispiel 1: Expression und Reiniauna von tt F und tTF-Fusionsbroteinen 

Die fur die N-terminalen 218 Aminosauren des Gewebefaktors TF (im folgenden als tTF be- 
zeichnet) kodierende cDNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verweh- 
dung der in SEQ ID NO:16 und SEQ ID NO:17 (Fig. 27) syhthetisiert und in den Expressi- 
onsvektor pET-30a(+) (Novagen) kloniert. Die rekombinanten Plasmide wurden in E. coli 
(BL21) transformiert, exprimiert und gereinigt (Qiagen Plasmid Kit). 

Neben dem trunkierten Gewebefaktor tTF wurden tTF-Peptid-Fusionsproteine konstruiert, in 
denen die Targeting-Peptide zunachst an das carboxyterminale Ende des loslichen Gewe- 
befaktors tTF gebunden sind. Es wurden folgende lineafe Fusionsproteine konstruiert: 

tTF-GRGDSP (SEQ ID NO:3; Fig.14; im folgenden als tTF-RGD bezeichnet; es wur- 
den die PCR-Primer SEQ ID NO: 18 und SEQ ID N0:19 (Fig. 28) verwendet); 
tTF-GNGRAHA (SEQ ID NO:4; Fig.15; im folgenden als tTF-NGR bezeichnet; es 
wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:20 und SEQ ID NO:21 (Fig.29) verwendet); 
tTF-GALNGRSHAG (SEQ ID NO:5; Fig.16; es wurden die PCR-Primer SEQ ID 
NO:28 und SEQ ID NO:29 (Fig. 33) verwendet); 



Daruber hinaus wurden die folgenden cyclischen Fusionsproteine synthetisiert: 
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tTF-GCNGRCG (SEQ ID NO:6; Fig. 17; im fdlgehden als tTF-cycloNGR1 bezeichnet; 
es wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:22 und SEQ ID NO:23 (Fig.30) verwendet), 
tTF-GCNGRCVSGCAGRC (SEQ ID NO:7; Fig.18; im folgenden als tTF-cyc!oNGR2 
bezeichnet; es wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:24 und SEQ ID NO:25 (Fig.31) 
verwendet), 

tTF-GCVLNGRMEC (SEQ ID NO:8; Fig. 19; im folgenden als tTF-cycloNGR3 be- 
zeichnet; es wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:26 und SEQ ID NO:27 (Fig.32) ver- 
wendet) 

Alle Konstrukte (einschlielilich tTF) wurden in dsm Vektor pET30a(+) exprimiert, der die zu- 
satzliche Expression eines N-terminalen „Affinitats-Tag" aus 6 Histidin-Resten und wenigen 
Vektor-kodierten Aminosaureri vermittelt. Mit Hilfe dieses Affinitats-Tags konnten die Kon- 

• strukte durch Affinitatschromatographie uber eine Nickel-Nitrilotriessigsaure Saule (Ni-NTA, 
Novagen) gereinigt werdeh. Der Affinitats-Tag ist in SEQ ID NO:30 dargestellt. SEQ ID 
NO:31 und SEQ ID NO:32 zeigeh exemplarisch die vollstandigen Aminosauresequenzen von 
tTF-GRGDSP und tTF-GNGRAHA mit Affinitate-Tag, 

Die Konstrukte wurden so gewahlt, dad auf der Basis der bekannten RontgenkristallStruktur 
des tTF:FVIIa-Komplexes (19) eine senkrechte Ausrichtung des tTF-Fusionsproteins zur 
Phospholipidmembran der Endothelzelle geWahrleistet wird, was der Ausrichtung des nati- 
vem TF entspricht. Andererseits wurde berucksichtigt, dali aus der gewahlten Struktur keine 
sterische Behinderung von ttF fur die Interaktidn mit FVIIa und defn makromolekularen Sub- 
strat FX entstehen soil. Durch die Spezifitat der RGD-Sequenz fur das Ovp3-lntegrin und der 
NGR-Sequenz fur CD13 (Aminopeptidase N) wird eine Tumorselektivitat erreicht, da diese 
)^^^ Rezeptoren selektiv und spezifisch in hoher Dichte auf Tumor-Endothelzellen, aber von we- 
^y^nigen Ausnahmen abgesehen, nicht auf ruhendeh Ehdothelzellfen im normalen Gewebe ex- 
primiert werden (siehe Figur 1). 

tTF und die beschriebenen Fusionsproteine tTF-RGD, tTF-NGR, tTF-GALNGRSHAG und 
tTF-cycloNGR1-3 wurden mittels pET30a(+) in E. coli (BL21) transformiert, exprimiert und 
uber eine Nickel-Nitrilotriessigsaure S§ule (Ni-NTA, Novagen) uber die zusatzlich eingefuhr- 
ten His-Tag Sequenzen des Konstrukts bis zur Homogenitat gereinigt Durch SDS-PAGE, 
Western Blot und Massenspektroskopie Analysen konnte die Identitat der Proteine bestatigt 
werden (siehe Figur 2). 
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Beispiel 2: Funktioftelle Charakterisierung von tTF und tTF-Fusiorisproteineh 

Die funktionelle Aktivitat dieser Fusiohsproteine hinsichtlich KofaktorakBvitat bei der Aktivie- 
rung von Faktdr X zu Faktor Xa durch Faktor Vila konnte in vitro durch Michaelis-Menten 
Analysen gezeigt werden. Die Fahigkeit von tTF bzw. der tTF-Fusionspolypeptide, die spezi- 
fische proteolytische Aktivlerung von FX durch FVlla in Anwesenhe'rt von Phospholipiden zu 
verstarken, wurde in einer leichten Modifikation nach der von Ruf beschriebeneft Methode 
bestimmt (45). Hierzu wurden je 20 p.l der folgenden Reagenzien in Mikrotiter-Platten pipet- 
tiert: (a) 50 nM rekombinanter FVlla (Novo-Nordisk) in TBS-BSA; b) 0,16 nM - 1,6 
tTF/tTF-Fusionspolypeptid in TBS-BSA; (c) 25 mM CaCI 2 und 500 pM Phospholipidvesikel 
(Phosphatidylcholin / Phosphatidylserin, 70/30, M/M; Sigma). Nach 10 Min. Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 20 \x\ des naturlichen Substrats FX (Enzyme Research Laborato- 
ries) in einer Konzentration von 5 pM hinzugegeben. Anschliefiend wurde eine Probe in mi- 
nutlichen Abstanden abpipettiert und die Reaktion durch Zugabe von 100 mM EDTA-Losung 
gestoppt. Die gebildete Menge an FXa wufde durch Zugabe des chromogenen Substrats 
Spectrozym FXa in einem Microplate Reader durch Bestimmung der Absorptionsanderung 
bei 405 nm gemesseh und die Parameter fur die Michaelis-Menten-Kinetik nach der von Ruf 
angegeberien Methode analysiert. Die Ergebnisse zeigen, daR sowohl tTF als auch die tTF- 
Fusionspolypeptide unter diesen Bedingungen funktionell aktiv sind (Fig. 3). Die ermittelten 
Michaleliskonstanten (Km) der Fusionspolypeptide iagen zwischen 0,12 -1,2 nM (Fig. 3), 
somit im unteren Bereich, welcher fur tTF publiziert wurde. Somit kann angenommen wer- 
den, daft durch die Fusionierung von tTF mit den Peptiden die funktionelle Aktivitat unbeein- 
flusst bleibt. 




Beispiel 3: Biridung der tTF-Fusionsproteine an ctvps in vitro und in vivo 



Die Bindung von tTF-RGD und tTF-NGR an das Integrin OvP 3 konnte in einem ELISA (Enzy- 
me Linked Immunosorbent Assay) demonstriert werden, indem gereinigtes Ovfe an Mikroti- 
terplatten immobilisiert worden war (siehe Figur 4). Die Spezifitat der Bindung von tTF-RGD 
an ovpa wird dadurch unterstrichen, dali das synthetische Peptid mit der Sequenz GRGDSP 
(Fa. Gibco) die Bindung von tTF-RGD ah Oypa in diesem Testsystem kompetitiv inhibiert 
(siehe Figur 5). 

Anschliefiend wurde die spezifische Bindung von tTF-RGD an ocvfe auf Endothelzellen eva- 
luiert. Hierzu wurde die diffefentielle Bindung von biotinyliertem tTF und tTF-RGD an En- 
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dotheilzellen in Suspension mittels FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) analysiert 
Hierbei macht man sich experimental zu Nutze, dafc alle in Gewebekultur gehaltenen En- 
dothelzellen aktiviert sind, d.h. av0 3 -Molekule exprimieren. Dies IaBt sich mittels verschiede- 
ner immunhistochemischer Verfahren nachweisen. Eine kultivierte Endothelzelle entspricht 
somit hinsichtlich ihres Expressionsmusters in Bezug auf ayp 3 einer Tumorendothelzelle. 
Demgemafc Ialit sich eine kultivierte Endothelzelle als Modeilsystem fur die spezifische Bin- 
dung von Substanzen an Tumorendothelzellen nutzen und ermoglicht ferner Aussagen uber 
die zu erwartende Toxizitat 

Als Detektionsmethode wurde Streptavidin-Phycoerythrin benutzL Die gemessene Fluores- 
zenzintensitat lag bei tTF-RGD urn den Faktor acht hoher als fur tTF (Figur 6A). Ferner 
konnte die Bindung von 0,1 pM tTF-RGD an Endothelzellen kompetitiv durch die Gabe von 1 

• pM des synthetischen Peptids GRGDSP urn 75% gesehkt Werden (Figur 6B). Dies unter- 
streicht die Spezifitat der Bindung von tTF-RGD an RGD-bindende Rezeptoren auf der En- 
dothelzelloberflache wie ctvp3. 



Beispiel 4: Anti-Tumor Wirkung der tTF-Fusidnsproteine im Tiermodell 

Die Fusionsproteine tTF-RGD und tTF-NGR wurden hinsichtlich ihrer Wirkungen und Ne- 
benwirkungen an Xenotransplantaten menschlicher Tumoren in thymuslosen Nacktmausen 
evaluierl. Hierzu wurden die in unserem Labor etabiierten Modelle verwendet (33, 34). Die 
Zeilinien CCL185 (humanes Adenokarzinom der Lunge) bzw. M-21 (humanes Melanom) 
wurden subkutan in die Flanke mannlicher BALB/c/Nackt-Mause (9-12 Wochen alt) injiziert. 
Nach Erreichen eines Tumorvolumens von etwa 50-100 mm 3 (CCL185) bzw. 400-600 mm 3 
(M-21) wurden die Mause randomisiert vier Gruppen zugeordnet. Gruppe 1 erhielt nur phy- 
siologische Kochsalzlosung (NaCI), Gruppe 2 tTF, Gruppe 3 tTF-RGD, Gruppe 4 tTF-NGR 
(jeweils 1,5-2,0 mg/kg Korpergewicht (KG) des Proteins). Die Injektion erfolgte in die 
Schwanzvene der Tiere in 1-3 taglichen Intervallen (in Abhangigkeit von der Wachstumsge- 
schwindigkeit der jeweiligen Zellinie). Hier zeigte sich eine erhebliche therapeutische AkHvitat 
der Fusionsproteine. Die Tumoren der mit tTF-RGD bzw. tTF-NGR Fusionsproteinen behan- 
delten Mause wurden im Vergleich zu tTF oder NaCI in ihrem Wachstum signifikant ge- 
hemmt oder in ihrer GroBe bis hin zu einer Teilremission reduziert (siehe Figuren 7 und 8). 

Um den Wirkungsmechanismus der Thrombosierung von Tumorgefassen zu belegen, wurde 
folgendes Experiment durchgefuhrt: Hierzu wurde die humane Melanom Zellinie in die Flan- 
ke von zwei mannlichen Balb/c/Nacktmausen injiziert. Bei Erreichen einer Tumorgrdsse von 
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ca. 500 mm 3 burden 2,0 mg/kg KG tTF-NGR odef NaCl in die Schwanzvehe injiziert. Figur 
9A zeigt eine makroskopische in vivo Aufnahme der tumortragenden Maus 20 min. nach In- 
jektion des tTF-NGR Fusionsproteins (linke Bildhalfte) bzw. NaCl (rechte Bildhalfte). Das 
makroskopische Bild mit blaulich-livider Verfarbung des Tumors nach Injektion von tTF-NGR 
deutet auf eine Tumornekrose hin. Nach 60 min. wurden die Mause exsanguiniert, der Tu- 
mor in toto exstipiert und histologisch untersucht. In Figur 9B ist die hamorrhagische Imbibie- 
rung des mit tTF-NGR behandelten Tumors als Zeichen der sekundaren Einblutung infolge 
der beginnenden Tumornekrose sichtbar. Im Gegensatz hierzu scheint der mit NaCl behan- 
delte Tumor vital zu sein (Figur 9C). 

Die histologische Untersuchung des Melanom-Tumofs zeigt mikroskopisch sichtbare Throm- 
benbildung in den Blutgefassen (Figur 10A-D). Durch diesen Befund wird der angenommene 
anti-Tumor-Wirkuhgsmechanismus von tTF-NGR, d.h. die Induktiort von Thrombeh in den 
Blutgefassen, belegt. Die hohe Selektivitat von tTF-NGR fur Tumorblutgefasse wird durch 
den fehlenden histologischen Nachweis voh Gerinnsel- und Nekrosenbildung im normalen 
Gewebe wie Herz, Niere, Leber und Lunge demonstriert (Figur 11A-D). Selbst repetitive ho- 
he Doseh von tTF-NGR (4mg/kg KG) fuhrten zu keinerlei sichtbarer Thromberibildung oder 
Organtoxizitat. 

Weiteffe tTF-Fusionsproteine konnen vom Fachmanh auf der Basis der Offenbarung der vor- 
liegenden Erfindung problemlos konstruiert werden. Potenzielle Kandidaten sind die Peptide 
TAASGVRSMH und LTLRWVGLMS, welche an NG 2 binden, das murine Homolog des hu- 
manen Melanom Proteoglykans (12). Die Expression von NG 2 ist beschrankt auf Tumor- 
zelien und angiogenen Gefafien eines Tumors (35). Ein weiterer Kandidat ist das syntheti- 
M^Sk, sche Peptid TTHWGFTL, welches selektiv und potent die Matrix-Metallo-Proteinase-2 (MMP- 
2) inhibiert (13). Da das Integrin avp3 offenbar auch die MMP-2 in einer RGD unabhangigen 
Weise bindet, wird hierdurch das aktive Enzym an die Oberflache der angiogenen Blutgefa- 
Be lokalisiert (36). Ein Konstrukt bestehend aus tTF und diesem MMP-2 inhibitorischen Pep- 
tid konnte ebenfalls die selektive Bindung von tTF^ie an die Endothelzelimembran Voh 
TumofgefaBen vermitteln. 
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SEQUEN Z PROTOKOLL 

<110> Medizinische Klinik und Poliklinik A des Universitatsklinikums Miin- 
ster 

<120> Fusionspolypeptide fur die antivaskulare Tumortherapie 
<130> P 51875 
<160> 31 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 263 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von humanem TF 
<400> 1 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 "* 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn ■ 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Ash Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 HO 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 " 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Ash Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 
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lie Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg 
195 200 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu 
210 " 215 

Gly Ala Val Val Phe Val Val lie 
225 230 

Ser Leu His Lys Cys Arg Lys Ala 
245 

Asn Ser Pro Leu Asn Val Ser 
260 



Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
205 

Phe Arg Glu lie Phe Tyr lie lie 
220 

lie Leu Val He lie Leu Ala lie 

235 240 

Gly Val Gly Gin Ser Trp Lys Glu 
250 255 





<210> 2 

<211> 2 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTFi- 2 i8 
<400> 2 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10. 15 

Thr Asn Phe Lys Thr He Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn- Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 " 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 " 185 190 
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lie Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg 
210 215 





<210> 3 

<211> 224 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GRGDSP 
<400> 3 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
1 " 5 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly ASp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

lie Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu lie Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asri Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

lie Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Ar$ Gly Asp Ser Asp 
210 215 220 
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<210> 4 

<211> 225 

<212> PRT 

<213> Artificial 



<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GNGRAHA 
<400> 4 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 




Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val 
50 " ~ 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 ~ 70 ~ 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 HO 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 " 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Asn Gly Arg Ala His 
210 215 220 

Ala 
225 
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<210> 5 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von t T F~ GALNGRS HAG 
<400> 5 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val 
50 ~ 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

lie Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys S er 
145 150 T55 ; TStT 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

lie Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Ala Leu Asn Gly Arg 
210 215 220 

Ser His Ala Gly 
225 
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<210> 6 

<211> 225 

<212> PRT 

<213> Artificial 





<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GCNGRCG 
<400> 6 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
1 5 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 " 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 ' * 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 HO 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 ~ 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Cys Asn Gly Arg Cys 
210 215 220 



Gly 
225 
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<210> 7 

<211> 232 

<212> PRT 

<213> Artificial 





<220> 

<221> Aminosauresequenz von t T F- GCNGRC VS GC AGRC 
<400> 7 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
1 5 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 " 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Cys Asn Gly Arg Cys 
210 215 ■ 220 

Val Ser Gly Cys Ala Gly Arg Cys 
225 230 
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<210> 8 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GCVLNGRMEC 
<400> 8 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 ■ 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 HO 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 " 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe .Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Cys Val Leu Asn Gly 
210 215 220 

Arg Met Glu Cys 
225 
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<210> 9 

<211> 654 

<212> DNA 

<213> Artifical 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF^ie 
<400> 9 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60 

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 4 80 

tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 
aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 



600 



aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt caga 654 




<210> 10 

<211> 672 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GRGDSP 
<400> 10 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60 

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 3 60 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 480 

tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 

aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 600 



1' 
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aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggaaga 660 

672 

ggtgattctc ca 



<210> 11 

<211> 675 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GNGRAHA 





60 



240 
300 



<400> 11 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 
acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 
aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 
gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 
gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 
acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 
acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 
ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 480 
tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 
aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 
aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggtaac 
ggaagagcac atgca 



<210> 12 

<211> 684 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von t T F- GALNGRS HAG 



600 
660 
675 



60 



<400> 12 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 
acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 
aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 
gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 
gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 
acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga . 360 



240 
300 
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acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 
ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 



480 



tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 
aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 
aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggtgct 
ttaaatggaa gatctcacgc tggt 684 



600 
660 





<210> 13 

<211> 675 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

i <221> Nukleotidsequenz von tTF-GCNGRCG 
<400> 13 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60 

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 4 80 
tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 
aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 

aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggctgc 660 

675 

aacggtagat gtggt 



540 
600 



<210> 14 

<211> 696 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GCNGRCVS GCAGRC 



<400> 14 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 



60 



33 



acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 
aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 



180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 480 
tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 
aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 
aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggttgt 





540 
600 
660 



aatggaagat gtgtttctgg atgtgcagga cgatgt 696 



<210> 15 

<211> 684 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GCVLNGRMEC 
<400> 15 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 
acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 
aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 
gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca ■ 240 
gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 
acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 
acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 
ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 



60 



420 
480 



tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 



600 



aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 
aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggatgc 660 
gtcttaaatg gtaggatgga atgc 684 
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<210> 16 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artifical 



<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von tTFi- 2 i8 
<400> 16 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 




<210> 17 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Artifical 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von tTF^is 
<400> 17 

cgggatccta ttatctgaat tcccctttct cctggcccat 



<210> 18 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von tTF-GRGDSP 

<400> 18 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 




<210> 19 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GRGDSP 
<400> 19 

cgggatccta ttatggagaa tcacctcttc ctctgaattc ccc 



<210> 20 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von tTF-GNGRAHA 



<400> 20 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 



35 



<210> 21 

<211> 46 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GNGRAHA 
<400> 21 

cgggatccta ttatgcatgt gctcttccgt tacctctgaa ttcccc 




<210> 22 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCG 
<400> 22 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 23 

<211> 46 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCG 
<400> 23 

cgggatccta ttaaccacat ctaccgttgc agcctctgaa ttcccc 4 6 



• <210> 24 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCVSGCAGRC 
<400> 24 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 25 

<211> 67 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCVSGCAGRC 
<400> 25 

cgggatccta ttaacatcgt cctgcacatc cagaaacaca tcttccatta caacctctga 60 
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67 

attcccc 



<210> 26 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCVXNGRMEC 
<400> 26 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat « 



<210> 27 

<211> 55 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCVLNGRMEC 
<400> 27 

cgggatccta ttagcattcc atcctaccat ttaagacgca tcctctgaat tcccc m 



<210> 28 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GALNGRSHAG 

<400> 28 45 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 



<210> 29 

<211> 55 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fair die Herstellung von tTF-GALNGRSHAG 

<400> 29 „ 
cgggatccta ttaaccagcg tgagatcttc catttaaagc acctctgaat tcccc ^ 



<210> 30 
<211> 45 



<212> PRT 



37 



<213> Artificial 



<220> 

<221> Aminosauresequenz des Af f initats-tags 
<400> 30 

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly 
15 10 15 

Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser 
20 25 30 

Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly 
35 40 45 





<210> 31 

<211> 269 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GRGDSP mit N-terminalem Af f imtats-tag 
<400> 31 

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly 
15 10 15 

Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu. Arg Gin His Met Asp Ser 
20 25 30 

Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly Ser Gly Thr 
35 40 45 

Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser Thr Asn Phe 
50 55 60 

Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin Val Tyr Thr 
65 70 75 80 

Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys Cys Phe Tyr 
85 90 95 

Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val Lys Asp Val 
100 ^ 105 110 

Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala Gly Asn Val 
115 120 125 

Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn Ser Pro Glu 
130 135 140' 

Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr lie Gin Ser 
145 " 150 155 160 

Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu Asp Glu Arg 
165 170 175 

Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg Asp Val Phe 
180 185 190 
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Gly Lys Asp Leu lie Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser Ser Ser Ser 
195 200 205 



Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu lie Asp Val 
210 215 220 

Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val lie Pro Ser 
225 " 230 ~ 235 240 

Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu Cys Met Gly 
245 250 255 

Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Arg Gly Asp Ser Asp 
260 265 



<210> 32 

<211> 270 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GNGRAHA mit N-terminalem Af f initats-tag 
<400> 32 

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly 
15 10 15 




Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser 
20 25 30 

Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly Ser Gly Thr 
35 40 45 

Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser Thr Asn Phe 
50. 55 60 

Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin Val Tyr Thr 
65 70 75 80 

Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys Cys Phe Tyr 
85 90 95 

Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val Lys Asp Val 
100 105 HO 

Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala Gly Asn Val 
115 120 125 

Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn Ser Pro Glu 
130 135 140 

Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr He Gin Ser 
145 150 155 160 

Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu Asp Glu Arg 
165 170 175 

Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg Asp Val Phe 
180 185 190 
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Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu 
195 200 

Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn 
210 215 

Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe 
225 230' 

Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr 
245 

Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly 
260 



Tyr Tyr Trp Lys Ser Ser Ser Ser 
205 

Thr Asn Glu Phe Leu He Asp Val 
220 

Ser Val Gin Ala Val lie Pro Ser 
235 240 

Asp Ser Pro Val Glu Cys Met Gly 
250 255 

Asn Gly Arg Ala His Ala 
265 270 
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Patentanspruche 

Fusionspolypeptid, umfassend 

a) ein Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspo- 
lypeptides an Tumorgefaftendothelzelien ermoglicht; und . 

b) den Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Ge- 
webefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blutge- 
rinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzelien akti- 
vieren konnen, 

wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 
Aminosauren aneinander gekoppelt sind. 

Fusionspolypeptid nach Anspruch 1, bestehend aus 

a) einem Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusi- 
onspolypeptides an Tumorgefaftendothelzelien ermoglicht; und 

b) dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Ge- 
webefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blutge- 
rinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzelien akti- 
vieren konnen, 

wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 
Aminosauren aneinander gekoppelt sind. 

Fusionspolypeptid nach Anspruch 1 , bestehend aus 

a) einem Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusi- 
onspolypeptides an Tumorgefaftendothelzelien ermoglicht; und 

b) dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Ge- 
webefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blutge- 
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rinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen akti- 
vieren konnen, 

wobei die Peptide a) uhd b) unmittelbar aneinander gekoppelt sind. 

4. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dali das 
Peptid, das die Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptldes an Tumorgefalien- 
dothelzellen aktivieren kann, der Gewebefaktor TF ist, der die in SEQ ID NO:1 darge- 
stellte Sequenz aufweist. 



5. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dali das 
Peptid, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzel- 
len ermoglicht, an den C-Terminus des Peptids, das die Blutgerinnung bei Bindung des 
Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen aktivieren kann, gekoppelt ist 

6. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dali das 
Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides 
an Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht, eine lineare oder cyclische Struktur aufweist. 

7. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dali das 
Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides 
an Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht, die Aminosauresequenz RGD oder NGR um- 
falit 



8. Fusionspolypeptid nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dali das Peptid, das eine 
selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht, 
aus der Gruppe bestehend aus GRGDSP urid GNGRAHA ausgewahlt wird. 

9. Fusionspolypeptid nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dali das Peptid, das eine 
selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht, 
aus der Gruppe bestehend aus GCNGRCG, GCNGRCVSGCAGRC, GCVLNGRMEC 
und GALNGRSHAG ausgewahlt wird. 

10. Fusionspolypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali das Peptid, das die 
Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen akti- 
vieren kann, ein Fragment des Gewebefaktors TF ist, das vorzugsweise die in SEQ ID 
NO:2 dargestellte Sequenz aufweist. 
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11. Fusionspolypeptid nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dali es eine 
der in SEQ ID NO:3-8 dargestellten Sequenzen aufweist. 

12. Nukleinsaure, die fur ein Fusionspolypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1 kodiert. 

13. Nukleinsaure nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dali sie eine der in SEQ ID 
NO: 10-1 5 dargestellten Sequenzen aufweist 

14. Vektor, der eine Nukleinsaure nach Anspruch 12 oder 13 umfalit. 

15. Zelle, die eine Nukleinsaure nach Anspruch 12 oder 1 3 oder einen Vektor nach Anspruch 
14 Umfalit. 

16. Arzneimittel, das ein Fusionspolypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 11, eine Nu- 
kleinsaure nach Anspruch 12 oder 13, einen Vektor nach Anspruch 14 oder eine Zelle 
nach Anspruch 15 umfalit. 

17. Arzneimittel nach Anspruch 16, das ferner pharmazeutisch vertragliche Trager, Hilfsmittel 
oder Adjuvantien umfalit. 

18. Verwendung eines Arzneimittels nach Anspruch 16 oder 17 fur die Behandlung von Tu- 
morerkrankungen. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dali die Tumorerkrankung aus 
der Gruppe bestehend aus Bronchialkarzinomen und anderen Tumoren des Thorax und 
des Mediastinums, Mammakarzinomen und andere gynakologischen Tumoren, kolorektalen 
Karzinomen, Pankreaskarzinomen und anderen Tumoren des Gastrointestinaltraktes, ma- 
lignen Melanomen und andere Tumoren der Haut, Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, Prosta- 
takarzinomen und andere Urogehitaltumoren, Sarkomen, endokrin-aktiven Tumoren, Leu- 
kamien und Myelodysplastischen Syndromen sowie Hodgkin-Lymphomen und Non- 
Hodgkin-Lymphomen ausgewahlt ist 



3: 
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Fig. 4: 
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Fig. 6: 




Fig. 7: 
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Fig. 8; 
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Fig. 12: 



SGTTNTVAAYN 
GDWKSKCFYTTD 
STGSAGEPLYENB 
VEDERTLVRRNN 
KTNTNEFL1DVDKG 
GQEKGEFREIFYIIGA 

KE-NSPLNVS 



1TWKSTNFKTILEWEPKPVNQVYTVQ1STKS 
TECDLTD IVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE 

E FTP YUETNLGQPT1QSFEQVGTKVNVT 



TFLSLRDVFGKDLIYTLYYWK388SGKKT 
ENYCFSVQAV1PSRTVNRKSTDSP V & C M 
VVFVVMLVHLAISLHKCRKAGVGQS 



W 




Fig. 13: _ _ 

S. G TTNT V A A~Y N L TWK STNFKTILEWEPKPVNQVYTVQ1STKS 

G D W K SKCFYTTDTECDLTDEIVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE 

STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT 

VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA 

KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM 

GQEKGEFR 
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Fig. 14: 

SGTTNT V A A Y~N L TWKSTNFKTI LE WEPKPVN QV YTVQISTKS 

GDWKSKCFYTTDTECDLTDEIVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE 

STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT 

VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA 

KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM 

GQEKGEFRGRGDSD 



Fig. 15: 




S G t TNT VA A~Y~N LT WKS TNf KT I L E W E P KP V N Q V YTVQ I ST KS 

GDWKSKCFYTTDTECDLTDEIVKDVKQTYLARVFSYPAG N V E 

STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT 

VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA 

KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM 

GQEKGEFRGNGRAHA 



Fig. 16: 

SGTtN TV aXYN L~f WY'ST NFKT1LEWEPKPVNQV YT V qTs TK? 
GDWKSKCFYTTDTECDLTDEIVKDVKQTYLARVFSYP AG N V E 
•STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTiaSFEQVGTKVNVT 
VEDERTLVR RN NTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA 
KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKST DSPVECM 
GQEKGEFRGALNGRSHAG 
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Fig. 17: 

SGTTNTVAAYNLTWKS.TNFKTILEWEPKPVNQVYTVQISTKS 
GDWKSKCFYTTDTECD LT DEIVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE 
STGSAGEPLYEN. SPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT- 
VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYY WK SSSSGKKTA 
.KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVJPSRTVNRKSTDSPVECM 
GQEKGEFRGCNGRCG 



• 



Fig. 18: _ .._ 

SGTTNTV A A YNLTWK STNFKTILEWEPKPVNQVYTVQISTKS 

GDWKSKCFYTTDTECDLTDEIV KD VKQTYLARVFSYPAG NVE 

STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT 

VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA 

K.TNTN.EFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM 

GQEKGEFRGCNGRCVSGCAGRC 




Fig. 19: 



SGTTNTVAAYNLTWKSTNFKTILEWEPKPVNQVYTVQISTKS 
GDWKSKC FYTTDTECDLTD EIVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE 
STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTI Q S FEQVGTKVNVT 
VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA 
KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM 
GQEKGEFRGCVLNGRMEC 
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' Fig. 20: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATC 
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCA 

ATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACAGAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG 

GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT 

TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA 

CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 

GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTITCCTAAGCCTCCGGGATGTTTTTGGCAAG 

ACACnTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACT 

TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA 

GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGA 



Fig. 21: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATCAACTAATTTCAAGACAA 

TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG 

A1TGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG •. 

GATGTGAAGCAGACGTACTrGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT-' 

TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCITACCTGGAGACAAACCTCGGA 

CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 

GACITTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCrCCGGGATGTITITGGCAAGGA 

ACACnrTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGA 

TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAAGTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA . 

GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 

GAAGAGGTGATTCTCCA 




Fig. 22: 

TCAGGCACTACAAAtACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATCAACTAAT^ . 
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG ; . 
ATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCrCACCGACGAGATTGTGAA^ . 
GATGTGAAGCAGACGTACTrGGCACGGGTCTTCTCCTACOI!GGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGG^ 
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTrACCTGGAGACAAACCTCGGA 
CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG . 

GACITTAGTCAGAAGGAACAACACTITCCTAAGCCT^ 
ACACTTTATTATTGGAAATCTTC^GTTCAGGAAAGAAAACAGCCAA 

TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA . 

GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCGAGGAGAAAGGGGAAT^ 

GTAACGGAAGAGCACATGCA 
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Fig: 23: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAAC 

TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACrGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG 

ATTGGAAAAGCAAATGCITITACACAACAGACACAGAGTGTGACCrCACCGACGAGATTGTGAAG 

GATGTGAAGCAGACGTACITGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT 

TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATQAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA 

CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 

GACTTTAGTCAGAA.GGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTITTTGGCAAG^ 

ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACT 

TTQATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA 

GTTAA.CCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 

GTGCTTTAAATGGAAGATCTCACGCTGGT 



Fig. 24: 

tcaggcactacaaatactgtggcagcatataaittaacttggaaatcaactaam 

ttttggagtgggaacccaaacccgtcaatcaagtctacactgttcaaataagcactaagtcaggag 

attggaaaagcaaatgcitttacagaacagacagagagtgtgacctcaccgacgagattgtgaag 

gatgtgaagcagacgtacttggcacgggtcttctcctacccggcagggaatgtggagagcaccggt 

tctgctggggagcctct gtatg agaactccccagagttcacaccttacctggagacaaacctcgga 

ca gcca acaattcagagttttgaacaggtgggaacaaaagtgaatgtgaccgtagaagatgaacg 

gactttagtcagaaggaacaacactttcctaagcctccgggatgtttttggcaaggac^ 

acactttattattggaaatcttcaagttcaggaaagaaaacagccaaaacaaacacta^ 

ttgattgatgtggataaaggagaaaactactgtttcagtgttcaagcagtgattccctcccgaaca 

gttaaccggaagagtacagacagcccggtagagtgtatgggccaggagaaaggggaattcagag 

gctgcaacggtagatgtggt 



Fig. 25: - 

TCAGGCACTACAAATACTGTGG^ 
T][TrGGAGTGG 

ATTGGAAAAGCAAATGGTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAG^ 
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACC^ 

TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACGTGGAGACAAACC^ 

CAGCCAACAATTCAGAGTITTGAACAGGTGGGAACAA^ 
GACTITAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTC^ 

ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAA 
TOA^lSWxAAACSGAGAAAACTACTGTri^GTC 

GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 
GTTGTAATGGAAGATGTGTTTCTGGATGTGCAGGACGATGT 
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Fig. 26: . , 

TCAGGCACTACAAATA.CTGTGGCAGCATATAA 

TTITGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACT 
ATTGGAAAAGKDAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGT^ 

GATGTGAAGCAGACGTACTTGGGACGGGTCTTCTCGTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT 
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA 
CAG(XAACAATTCAGAGTITrGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCG 

ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTC^GGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGm 
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAAC^ 
GTIAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 
GATGCGTCTTAAATGGTAGGATGGAATGC 



Fig. 27: 



A : 5 c -CATGCCATGGGATG^G<X:ACrrA(lAAATACTGTGGa:AGGATA3EAAT-3 ' 
B : 5'-CGGGATCCTATTATCTGAATTCGGCTTTCTCCTGGCCCAT-3 ' 



Fig. 28: 

A • 5'-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3 ' 
B ". S'-CGGGATCX^ATrATOGAGAATCACCTCTTGCTCTGAATTCCCC-S' 



Fig. 29: 

A: 5 , -CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3 , 
B : 5'-CGGGATCCTATTATGCATGTGCTCTTCCGTTAGCTCTGAATTCCCC-3 • 



Fig. 30: 



A : 5 '-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGG AT ATAAT-3 ' 
B : 5 '-CGGGATCCTATTAAGCACATCTACCGTTGCAGCCTCTGAATTCCCC-3 * 
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Fig. 31: 



A • 5 '-CATGCCATGGGATC AGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3 ' 
B: 5VCGGGATCCTATTAACATCGTCCTGCACATCCAGAAACACATCTTCCATTACAACC • 
' TCTGAATTGCCC-3' 



Fig. 32: 



A- ^ '-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAAXACTGTGGCAGCATATAAT-3 ' 

B : 5 '-CGGGATCCTATTA GCA TTC CAT CCT ACC ATT TAA GAC GCA TCC TCTGAATTCCCC-3 



Fig. 33: 



A • 5 ' -CATGCCATGGGATC AGGCACTAC AAATACTGTGGC AGCATATAAT-3 ' 

b| 5'-CGGGATCCTATTA ACCAGCGTGAGATCTTCCATTTAAAGCACCTCTGAATTCCCC-3' 
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Zusammenfassunq 

Fusionspolypeptid, umfassend 

a) ein Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspo- 
lypeptides an Tumorgefadendothelzellen ermoglicht; und 

b) den Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Ge- 
webefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blutge- 
rinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen akti- 
vieren konnen, 

wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder Uber einen Linker mit bis zu 1 
Aminosauren aneinander gekoppelt sind. 
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